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紫外辐射对植物的伤害。进一步的 RT-PCR 结果表明，超表达 ANAC084 植株中，
与花青素合成相关的主要酶 PAL1 (phenylalanine ammonia-lyase)、CHI(chalcone 
isomerase)、CHS (chalcone synthase)、DFR(dihydroflavonol reductase)的 mRNA
水平相对于野生型植株显著提高。研究发现，在 UV-B 处理下，超表达 ANAC084
植株与野生型植株相比对 UV-B 的抗性增强。干扰 ANAC084 基因表达的
amiR172-ANAC084 植株虽然抗 UV-B 能力减弱，但其花青素含量与野生型植株
并无差异，这表明 ANAC084 增强拟南芥的抗 UV-B 辐射能力不仅仅是通过增加
花青素含量这一条途径，还有可能参与 DNA 损伤的修复。用放射性模拟药物博
莱霉素(zeocin)处理超表达 ANAC084 和 amiR172-ANAC084 幼苗，激光共聚焦显
微扫描发现超表达 ANAC084 基因增强了根尖干细胞 DNA 的修复能力，而
amiR172-ANAC084的根尖细胞与野生型植株相比受到更严重的伤害。综上所述，
我们推断 ANAC084 基因参与调控拟南芥的花青素代谢过程并在抵抗 UV-B 胁
迫、调控 DNA 损伤的修复中发挥着重要的作用。 
 
 

















The NAC members belong to one of the largest gene families of plant 
transcription factors, and are involved in various physiological aspects, especially in 
plant defense responses during biotic and abiotic stress process. ANAC084 gene, one 
of the NAC transcription factors, hasn’t been extensively studied in Arabidopsis yet. 
Overexpression of ANAC084 in Arabidopsis induces a series of phenotypes, 
including dwarf、accumulation of leaf pigments、later flowering、longer life cycle ,etc. 
The content of anthocyanins in 35S::ANAC084 transgenic plants increases 
significantly in comparison with Wild-type plants,Anthocyanins and other flavonoids 
could absorb UV to protect plants from UV radiation.Using RT-PCR analysis, we 
found that a relatively higher expession level of mRNAs of four flavonoid enzymes, 
PAL1 (phenylalanine ammonia-lyase)、CHI (chalcone isomerase)、CHS (chalcone 
synthase)、DFR (dihydroflavonol reductase) in ANAC084 overexpression seedlings. 
We found that 35S::ANAC084 transgenic plants show higher resistance of UV-B 
radiation.On the contrary, amiR172-ANAC084 seedlings in which the expression of 
ANAC084 was interfered are more sensitive to UV-B radiation.In addition, there’s no 
difference in anthocyanins content between Wild-type seedlings and 
amiR172-ANAC084 plants, which means that ANAC084 not only increases 
anthocyanins content, maybe also involved in DNA repair. After treatment with the 
radiomimetic drug zeocin, using confocal microscope we obversed that 
overexpression of ANAC084 enhanced DNA repair ability in root stem cells, while 
root stem cells of amiR172-ANAC084 plants are more sensitive to zeocin treatment 
than Wild-type. The results suggested that ANAC084 plays important roles in  
anthocyanins metabolism and DNA repair.   
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1 前言 
1.1 NAC 转录因子家族 
转录因子(Transcription factor) 是一类调节基因表达水平的重要调控基因，通
过与靶标基因启动子中特定的 DNA 序列结合，激活或抑制靶标基因的转录表达。
NAC 转录因子家族，是近 10 年新发现的 大的一类植物特有的转录因子。NAC
家族的命名源于矮牵牛(Petunia hybrida) NAM (No Apical Meristem) 和拟南芥
(Arabidopsis thaliana) ATAF1、ATAF2 及 CUC2 (cup-shaped cotyledon) 基因[26]。目




1.1.1 NAC 转录因子的结构特点与功能机制  
NAC 转录因子具有显著的结构特点，即蛋白的 N 端含有高度保守的约 150
个氨基酸组成的 NAC 结构域[30]。NAC 结构域不包含任何已知的蛋白结构域，
而是以几个螺旋元件包围着一个扭曲的 β–折叠片结构代替了典型的螺旋–转
角–螺旋结构。同时，NAC 结构域包含 5 个保守的亚结构域Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、
Ⅴ，其中亚域Ⅲ可能与结合 DNA 有关，亚域Ⅴ可能参与发育时期调控和（或）
组织特异性，并协同亚域Ⅳ与 DNA 发生相互作用[31,32]。但是，功能不同的 NAC
类基因保守结构域的氨基酸序列及长度也存在差异，功能相近的 NAC 基因，保




大多数的 NAC 蛋白都能形成同源或异源二聚体，这可能是它们结合 DNA
的基本形式[33]。此外，NAC 蛋白还会与其它蛋白发生互作，ANAC019、ANAC055
以及 ANAC072 能在体外或者体内特异地与 CATGTG 序列结合，并激活报告基
因 GUS 的转录。同时，ANAC019、ANAC055 以及 ANAC072 等都能与 ZFHD （the 
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1.1.3 NAC 转录因子活性的调控机制 
NAC 转录因子作为一种重要的调控因子，参与植物的生长发育和响应环境
胁迫等，同时其自身也处于复杂的调控网络当中。 
MicroRNA (miRNA) 是一类长度约为 21～25 个核苷酸的非编码单链 RNA
分子, 由一条能形成茎环结构的长单链 RNA 得到，其产生依赖于 DCL1 (Dicer- 
like 1)。miRNA 产生后与 AGO1 (argonaute1)蛋白结合形成基因沉默效应复合体
(RNA-induced silencing complex, RISC)，从而通过切割靶标基因的 mRNA 或抑制
翻译的方式在转录后水平调控基因表达 [39]。研究表明,决定细胞命运的转录因子
是 miRNA 作用的主要目标，miRNA 能调控 NAC 基因的表达水平,进而调控
NAC 转录因子的生物学功能[40]。15 个已知 miRNA 基因家族中至少有 4 个参与生
物调控，分别为 miR172、miR159、miR165 和 miR168[41]。在拟南芥中，一些 NAC
基因受到 miR164 的调控，包括 CUC1、CUC2、NAC1、At5g07680 和 At5g61430[42]。 
泛素介导的蛋白降解途径是翻译后调控 NAC 转录因子蛋白水平的另一个机
制。在拟南芥中,含 RING 结构域的 SINAT5 具有泛素蛋白连接酶活性,过量表达
SINAT5后,引起NAC1 的泛素化修饰,导致NAC1蛋白的降解,使其丧失生物学功
能[43]。另外,NAC 转录因子还能与其他蛋白发生互作,影响 NAC 转录因子活性,  
从而调控下游基因的转录表达。拟南芥 ANAC019、ANAC055 及 ANAC072/RD26
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1.1.4 ANAC084 基因简介 
ANAC084基因是NAC转录因子家族中的一员，位于拟南芥第五号染色体上，
基因编号 AT5G14000，全长 1293bp，编码序列 858bp，CDS 序列 621bp，共有 3
个外显子（图 1-1），目前在拟南芥中该基因的功能还没有详细研究过，实验中克
隆用到的 ANAC084 基因序列均已在文章中标明或列出。  
 
 
              图 1-1 ANAC084 基因序列示意图 
        Fig.1-1 The diagram of ANAC084 gene sequence 
 
由于无法直接获得 anac084 突变体，而拟南芥体内的 miR172 家族研究较为
深入[95]，所以我们选择通过人工改造定点突变将 ANAC084 的部分 GST 序列
（21bp）替换 miR172 的目的序列（图 1-2），在拟南芥中超表达 amiR172-ANAC084
以干扰拟南芥中内源 ANAC084 基因的表达。  
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在原来的内源 miRNAs 载体上设计引物 I~IV，通过 2 个定点突变人工引入反向互补的目的序列（红色），
替代茎环结构中茎上的原有工作序列（蓝色）。引物 A 和引物 B 是以质粒上的序列为模板设计得到的。(参
考 Rebecca Schwab, Stephan Ossowski,the plant cell,2006) 
Figure 1-2. Engineering of amiRNAs. 
 Site-directed mutagenesis on precursors of endogenous miRNAs was performed using overlapping PCR. 
Oligonucleotide primers I to IV were used to replace miRNA and miRNA* regions (blue) with artificial sequences 











编码苯丙氨酸裂解酶（phenylalanine ammonia-lyase,PAL）的 PAL 是连接类
苯基丙烷途径和类黄酮途径的关键基因，在途径的开始，PAL 将苯基丙氨酸催化
形成肉桂酸，经过肉桂酸羟化酶(cinnamic acid 4-hydroxylase,C4H)、4CL 等一系
列酶的联合催化成为香豆酰，进入到类黄酮化合物的合成途径。随后，在查尔酮
合成酶(chalcone synthase,CHS)、查耳酮异构酶( chalcone isomerase,CHI) 的作
用下生成黄烷酮[5]。编码二氢黄酮醇还原酶(dihydroflavonol reductase,DFR)的
DFR 是花青素合成途径中控制花色素苷、黄烷醇等物质的关键结构基因，许多
调控基因对花青素合成途径的调控也主要集中在 DFR 基因上，经过 DFR、F3H
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图 1-3  类黄酮生物合成途径示意图 
本文中检测的几个基因 PAL1,CHS,CHI 和 DFR.CoA，辅酶 A（参考 William L. Kubasek，The Plant Cell,1992） 
Fig.1-3 Schematic diagram of flavonoid biosynthetic pathways. 













































和 DFR 基因的转录水平升高几倍，而高温却能抑制基因的表达, 使花青素苷含
量降低[14,15]。 
 





酮类等[52]。植物中的黄酮类化合物应对 UV-B 辐射会产生两种反应：随 UV-B 辐
照增强可引起植物中 UV-B 吸收物质（主要是酚类化合物，如类黄酮、黄酮醇等）
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1.2.3.1 花青素作为 UV-B 吸收物质 
Ebei 和 Hahibrock 发现植物体内的黄酮类化合物具有对 UV-B 的吸收作用，
降低了 UV-B 对核酸、蛋白质等大分子的破坏作用，保护了生物体。UV-B 可诱
导类黄酮合成途径的两种关键酶基因—PAL1 和 CHS 的表达。这些酶导致 UV-B
吸收物质的合成增多(主要在表皮组织中)，从而减少 UV-B 辐射到达敏感的叶肉
细胞，以降低其对植物的伤害。类黄酮的保护作用在拟南芥类黄酮缺失突变体中
得到证实，缺乏 CHS、CHI 的拟南芥突变体，更容易受到 UV-B 的损伤[51,54]。 
虽然己有大量的研究表明 UV-B 辐射能够诱导植物中总 UV-B 吸收物质的增
加，但紫外吸收化合物是由一系列复杂的物质所组成，有些物质在紫外波段的吸































1 前 言 
9 
少有三类接收光信号的光受体，即红光和远红光的受体——光敏色素
（phytochrome）、蓝光受体（blue light receptor）和紫外光受体（UV-receptor）。 
UVR8(UV RESISTANCE LOCUS 8)是 新从拟南芥中分离并鉴定出的 UV-B 特
异光受体，介导 UV-B 诱导的光形态建成。无 UV-B 照射时，UVR8 以二聚体的
形式存在于细胞质和细胞核中。接收到 UV-B 光信号后，细胞质中的 UVR8 转移
到细胞核中并解聚，之后与 E3 泛素连接酶 COP1(CONSTITUTIVELY 
PHOTOMORPHOGENIC 1)相互作用，调节一系列重要的 UV 防御基因的表达(图
1-4)。UVR8 除了作为 UV-B 特异的光受体，在细胞中也具有重要作用，协调整














RUP1/RUP2 (REPRESSOR OF UV-B PHOTOMORPHOGENESIS1/2) 蛋白和
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